The Protecting and Activating Effects of Heat Stable Component(s) of Daikon upon β-Amylase by 中山, 荘 & 渡辺, 美子
咽・.. ・-~ ， 司ー ・ー司.. .，."__.冒F 『 守司......--...，.四・-~ -ー
大根成分のメテァミラーゼ保護作用及び反感促進作用
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3・アミラーゼがアスコルビン酸によって阻害されるという事は、Purr以米、 多くの人達l乙よっ
て研究され、叉、乙の降客が、酸{包剤、還元:tiJを含む多数の物質によって恢復される事が知られて
L、る(1)。
著者等は、大限に含まれるアミラーゼl乙閲する笑験ω中、その糖化作用が、アスコルビン酸によ
って殆んど阻害されない事を見た。然るに西国氏ωは、タンニン沈澱法によって分離、精製した大
線アミラーゼが、 還元型アスコルビン酸によって阻害されるが、大恨搾汁中のものは阻容されな
い、と報告している。
著者等の用いた酵紫はまだ十分精製されていないので、之がアスコルビン酸で阻害されなかった
のは、不純物として、アミラーゼの陣苫を抑制する如き物質を含有する為ではないかと考え、甘務
8・アミラーゼのアスコルピン酸阻害に対する大根搾汁の抑制作用を検した所、搾汁中の耐熱性因子
がその作用をもっ事を認めた。叉、乙の作用がシステインの作用と類似する容を見た。
他方、 0・アミラーゼの重金属イオンによる 阻害に閲しては余り文献が見当らないよ うで、 tl・楕
3・ア ミラーゼはlli:金属イオンで阻害されない、 との記載もあるくの。最近、伊藤、安部両氏及ぴ別
所氏は、 銅イオンの数*をアスコルビン貴重阻害のおむ桃との慌聯の下に研究し、重金属イオンの
mercaptide形成による阻害を論じているω。
著者等は、甘諮アミラーゼに対する阻害作用を確めた Fe+++，Cu++及び Hg++に対して、 上
と同様、大線搾汁の数果を調べて、システインと明肢に傾向を異にする抑制数果を見た。
更に、大恨搾汁の加熱溶液はそれ自身、甘藷8・アミラーゼの作用を促進する事をも認めた。
実 験 3去
1. 酵素 甘藷 9・ア ミラーゼは、 Bals当事の方法∞による“crudepaste，"又は“purifiedpaste" 
を適当な測定値を示す浪度に水l乙溶解して用いた。
大被アミラーゼは、大恨搾汁を 500CI乙15分加熱、減過して符Tこ法液から 3通りの方法で製した
(第1表参照)。
2. 大綾搾汁部勲濠;夜 (大捜濠;夜、 又は濠;夜)大根搾ilを 1∞。CK15分加熱、渡過して得た透
* ]apanese 50rt of radish， Ra.ρlIanus sativus L. var acalltlliformis MAKINO. 
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明総液を用いた。固形分等は測定しなかった。
3. 酵素作用の測定去Micro-Bertrand法によって還元カの増加を測定した。即ち、酵紫液
l.5ccと、 M/2acetate buffer (pH 5) 0.3cc の混合液に、 阻害剤、 阻害抑制物質及び 5 ，~ soluble 
starch 3.Occを次"<11:加え(全容6.Occ)、400C で10分間反応せしめた後、 反応液 2cc中の還元カ
の地加を測定し、glucoseの mgで表した。
実験結果及び考察
1. 起大鰻アξラーゼの糠化作用に対するアスコルビン酸の作用 大恨ア ミラーゼ1ζ対するアス
コルビン酸 (A.A.)の紋果を、甘藷 9・アミラーゼ及ぴ2l!-デアスターゼと比較-してみた所、第 1
表の給i.!f~を i写た。 即ち、 甘藷及び麦芽ア ミ ラ ーゼは 10-‘mM/cc (以下添加剤の濃度はすべて
第 1表 諸極 AmylasePreparation 1<.対する A.A.の作用
:京Radish Acetone Radish Tannine Preparation (1) Preparation (2) Glume| % Glueos| % mg mg 
。 6.63 1∞ 1.90 1∞ 
1X10-1 7.79 117 1.87 98 
1X10-a 7.05 106 2.∞ 105 
1X1Q-!! 6.33 96 1.95 103 
(1) アセ トン分別法 (40-ω%区分)によりlt製
(3) 甘諮crudepasteと同じ方法で調書製
(5) 市販 Diastase
Radish Sweet potato Malt (NH，hSO.l 
Preparation (3) s-Amylase(4) Diastase (5) 
山 sel % mg G吋 %mg GI~c:?sel % 。mg 
4.55 1∞ 2.17 1∞ 
4.58 101 1.46 67 
4.55 1∞ 1.15 53 
4.25 94 1.20 55 
(2) タンニン酸泌澱法的により調製
(4) Balls等の crudepaste 
2.38 1∞ 
2.11 89 
2.10 88 
1.30 55 
mM/cc で表す) のアスコルビン酸で既に相当阻害され、 10 - 2mM では約50，~阻害されるに対し、
大恨のものは、 調製法の如何を問わず、 10-2mM でも約95，~以上残存する 。
2. 甘藷8・アミラーゼのアスヨJI，.t:ン酸阻害に対する大綬濠波の数果 甘賭アミラーゼlζ、アス
M2. 1才諮 f1・Amylaseの A.A.阻留に対する
大綬濯液の効果
一一一一一一一 ActivityI Gluω ! 虻
Condition of Reactio---___I mg I ，-
1. Enzyme 8.05 
2. Enzyme + A.A. 0.80 
3. Enzyme + A.A. + Filtrate 6.71 
4. Enzyme + Filtrate 8.59 
5. Fi1trate 。
Enzyme : crude paste ; A.A. : final concn. 
lO-~mM; Fi1trate : 0.1cc 
ぴBIζ示す。
1∞ 
10 
84 
106 。
コルビン酸と共lζ大視総液を加えて、アスコ
ルビン酸阻害に対する影響を調べた所、第2
衰の釦く、波液を加えたものは阻害が著しく
抑制されていた。
一方、漉液のみを加えたものは (笑験蒋号
4)他・かながら反応、が促進されていた。
3. 阻曹抑制度に対する大根濃液添加量の
影響 上の笑験を更に、t昔、液添加量を相対-的
に変えて行ってみた。その結果を第1図A及
減液の阻害抑制作用は、その添加誌と共l乙増し、遂に酵素の汚性は 1∞%を突破し、その後lまちご
一定の値となる傾向を示す。
なお、溶液と共存するアスコルビン酸の変化の有無を調べたが、ζの笑験条件では変化の無い事
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第 1図 大綬瀦液の阻害抑制、及び反応促進作用
A : Crude paste; B: purifiedpaste. ，A.A. lO-~mM;， no inhibtior 
を確めた。 (第3表)。
第3ヨ里 穂波と incubateした A.A.の変化
Filtrate(cc) 1 0 1 0.051 0.10 1 0.151 0.20 
AA.(mgf吋 1 1. 58 I 1. 66 1 1. 7z I 1. 64 1 1・66
A.A.と滅液との混合溶液 (6cc)を、400CI乙1β分間
incubateした後、A.A.!立を 2，6・dichlorophenol
るに至る。乙の相異は、泌液中の作用物質の indophenol 1去で測定
絶対濃度の差に基くとも想像きれるが、季節による大根成分の変化と思われる節もあるので、なお
一方、反応促進作用は、第 1図AIζ於ては
乙の笑験条件では、その量{ζ関係なく 、ほヅ
一定の値を持続するに対し、Bでは、比較的
少量の所に極大が現れ、大量では幾分阻害す
検討を要する点である。Aは9月、Bは1月の実験である。
又、Aでは crudepasteを、Bでは purifiedpasteを使ったという点にも疑問があるが、両者
を同ーの溶液で比較してみても、相異は全然認められとよかった。
4. アスヨルビン酸及び漉液~加順序の影響 以上の笑験では、 アス コルビン酸、 大俊渡液及び
基質を殆んど同時に欝素液IL加えて反応、させて来たが、酔紫と溶液、酵素とアスコルビン酸及びア
スコルビン酸と溶液を予め混合、 incubateした後に第3のもの及ぴ基質を加えて反応させ、阻害
抑制度を比較してみたが、各kの聞に殆んど相異を認めなかった。(第4表)。従って、著者等の笑験
条件では、添加の順序は笑験結果に影響していないとみてよい。
第H長 Preincubationの影響 6. 甘藷8・アミラーゼの童会属イオン阻害
con孟ニ孟23VIUムニァイ%
1. Enzyme 1 3.日 1 1∞ 
2. Enzyme + A.A. 1 0.33 1 9 
3. Enzyme + A.A. + Filtrate 1 2.回 | 剖
4. (Enzyme+ A.A.) +Filtrate 1 2.73 1 78 
5. (Enzyme+Filtrate) +A.A. 1 2.77 1 79 
6. (A.A.+Filtrate)+Enzyme 1 2.871 82 
Enzyme : crude paste ; A.A. : final concn. 
lO-"m M ; Filtrate : O.05cc.( )内を混合、400C，
15分preincubateした後、第3のものを加え、引絞
き括質を加へる
に対する大根漉液の数果 甘轄3・アミラーゼ
が Cu++、 Hg ++及び Fe+刊 によって顕著
に阻害される事を認めたので、 之等の1IIl~き剤
{乙対しでも、アスコルピン酸の場合と同様の
欽果があるかどうかを笑験した。結果を第2
図に示す。阻害剤の浪皮は、夫 kのイオンの
阻害力に差があるので、阻害率が大体等しく
なる稼l乙選んだ。
乙の結果によれば、 Fe+++による阻害は
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Cu“ t乙対しては不
明阪、Hg“ tζ対しては乙 '>1ζ添加した程度の温液i乙
滋液によって最もよく抑制され、
アスコル
よっては全く抑制されない。
金属イオン及び詑夜遷1Jc廟J!;の髭響
ピン酸の織合と問機、医事案、
6. 
"，r.-10"も.
， 
/0."同古a
f，. .. -・日目
・2・ -~..._--:一一一斗T一一一一・・.・S 0.1 0.2 ・)
Filtrate {CC) 
金属イオン阻害H:対する溜液の
効泉
D索 :purified paste 
??? ?
???〈
阻害刻及ぴ遁液の添加順
序を変えて予め incubateする笑験を行ってみた。
第5表fζ示す如〈、 Fe+++，ζ於てpreincubationの
醇索と Fe+++を予め incubate影響が最も大きく 、
酔紫と総液
及ぴ滋液と Fe++令の志のは抑制作用が最も強い。
溶液の抑制作用最も弱〈 、したものは、
第2図
Cu++では相契
的iζ抑制作用が弱くて測定誤差も大きいので、結果が明瞭でないが、大休大した影響は無さそうで
ある。
金属イオン反応系の Preincubationの影響
』 Inhibitor Fe+++1Q-1l Cu令 +1Q-~ Hg+ +IQ-~. - Activity Glu∞se 、 % % 。~~
Condition of Preincubtaion ~ 、 mg mg mg 
一~一
1. Enzyme 4.75 1∞ 4.90 1∞ 4.51 1∞ 
2. Enzyme + Metal 0.20 4.2 0.22 4.5 0.09 2.0 
3. Enzyme + Metal + Filtrate 1.20 25 0.40 8.2 0.20 4.4 
4. (Enzyme + Metal) + Filtrate 0.48 10 0.68 14 0.26 5.8 
5. (Enzyme + Filtrate) + Metal 3.44 72 0.55 11 0.13 2.9 
6. (Metal + Filtrate) +Enzyme 3.76 79 0.72 15 0.08 1.8 
第 5 • 
Eozyme : purified paste ; Filtrate : 0.3cc. Preincubationの条件は鍔4表参照
以上の実験結果より、大綾搾f十中の耐熱性因子が、甘藷 8・アミラーゼのアスコル ピン酸及びゐ
る種の重金属イオンによる阻害を抑制する事、叉、大恨搾汁乃至組酵紫液の轄化古Eがアスコルビン
ζ? 
f / 
/ヲ/
/b/ 
I ~ i ，ぅ，
fノ♂
"・";/d 
・・・咽'"'_ .1 -・‘・、4:
1"・ ・4・ 10" t。写ーーー-
cysteim p/α〉
r 
FK 
i~ 九
f fh…ad'" 
"・ . 戸 aず・ ，' 
Cysteine (mM/CC) 
A 
S育3図 システイ ンの阻 害抑制作用
醇索:purified paste. B は金~イオンの濃度を等しくしたもの
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〈
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〈?
?
? ? ?
〈
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Filtrate (cc) 
A. Radish (leaf) 
? ?
?
? ? ?
〈
。L・0.'"
Filtrate (cc) 
B. Carrot(root) 
???
???
〈
勺 ι品
Filtrate (cc) 
C. Sweet Potato (tuber) 
第4図 符汁首選括支の阻害抑制及び反応促
進効果
E宇奈:crude paste.・ー・， A.A. 
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酸によって阻害されないのは、 乙の因子によって保護
主れている為であろうという事が判った。
然るに、アスコルビン酸による β・アミラーゼの阻害
は多種類の化合物によって抑制される察が知られてい
るが、その中、 大叡遺液の成分として先ず考-えられる
のはシステイン、グルタチオン等の -SH化合物でゐ
る。事実、 大線総液は明脈なエトロプルシ ド反応を示
す。そこで滋液の代りに、 システインを用いて阻害抑
制放泉を調べてみた。(第3図)。即ら、アスコルビン酸
Hg++及び cu..に対して顕著な抑制主主果を示すが、
Fe... Iζ対しては救果が認められない。 システインの
日濃度 (10-3mM以上)では Micro-Bertrandt去によ
る還元力の測定が不明臨になる為、 アスコルビン酸ー
鴻液の抑制曲線 (節1関) の治半分l乙相当する部分の
比較が不可能で'あったが、 大体同じ傾向を示す様であ
る俄1)。従って、 アスコルビン酸lζ関する限りは、総
液の阻害抑制作用に-SH化合物が関与しているとい
う可能性が大きい。併し、 来してその他の因子が関与
していなL、かどうか、 という事はまだ断定出来ないて・
あろう。併し一方、金属イ寸ン{乙対しては、 はっきり
と漣液と逆の数泉を示している。
アスコルビン酸のアミラーゼ阻害の機構について、
その銅イオンとの関税性が、前記伊藤、 安部両氏、男IJ
所氏等によって論じられているが∞、 アスコルビン酸
と金属イオンとは、 当然そのま h比較する事は由来な
いでゐろうし、 金属イオン相互の問Iζも異る機構があ
りうる筈である。 市して、大恨途液の各種阻害刻iζ対
する抑制作用を概観してみれば、 阻害の機構が多様で
あるのみでなく 、 阻宮抑制物質乃至その抑制機構志亦
多様であると考えられないであろうか。今後漉液の阻
害抑制物質の検察を、 阻宮剤の阻害機構との関聯の下
1O-~mM; 0-0，00 iohibitor ，乙進めてゆくべきものと思う。
次4ζ大銀総液のアミラーゼ促進作用については、植物によって阻古抑制作用のみあって、 促進作
;tt1 グラフの倒納を、溜液では添加公(濃度)で表し、 シユテインは波及'の対数で表してあるが、定性的に
傾向を比較するl]iは可能であると思う。
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用のないものhある事 (その二、三を第4図A-CIL:示す)、麦芽ヂアスターゼ?と対しては抑制作用
のみあって、促進作用のない事(図表は省略〉等から、抑制作用とは別穫の因子によるものと思わ
れる。併し抑制曲線に促進曲線が重っている可能性も考えられる。又促進曲税tζ採大の現れる事の
あるのも、之が一種以上の曲線から合成されたものを意味するのではあるまいか。検討すべき問題
であると思う。なお、システインには促進作用はない (第 3図A)。
終l乙、本研究lζ当り御指導を賜った、大阪大学理学部赤堀四郎教授に感謝の;苔;を表する。叉、実
験の一部に協力された本学部学生西島勝子嬢に感謝する。
なお、研究費の一部は昭和28年度文部省科学研究助成締助金によった。
Sumrnary 
Filtrate of radish (daikon， Raphanus sativus L. var. acanthiformis MAKlNO) juice， 
heated at 1000C for 15 minutes， has a protecting effect upon sweet potatoβ-amylase 
from the inhibition by ascorbic acid and Fe+++， but it has little or no 巴ffectupon 
Cu + + and Hg+ + inhibition. 
Comparisons have been made between these effects and that of cysteine， which is 
known as a reactivator of s-amylase inhibit.. by ascorbic acid. Cysteine protects 
s-amylase from Hg+ + and Cu + +， but not from Fe+ + + inhibition. 
On the other hand， the filtrate mentioned above has some activating action upon 
sweet potato s剖 nylase.
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